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RESUMO

Avaliou-se a atividade metanogénica e identificou-se as arqueias presentes do lodo proveniente de um reator
UASB e filtro anaerébio de fluxo ascendente, com volume total de 300 L e 190 L, em série, tratando aguas
residuarias de suinocultura. Com a utilizacdo de diferentes fontes de substrato no ensaio de atividade da
microbiota, observou-se o crescimento equilibrado das populagdes hidroliticas, acidogénicas, acetogénicas e
metanogénicas acetoclasticas e hidrogenotroéficas no lodo dos reatores anaerébios. Com a aplicagdo da técnica
de biologia molecular (metagenémica) foram identificadas no lodo do reator UASB e do filtro anaer6bio de
fluxo ascendente arquéias metanogénicas das familias Methanomicrobiaceae, Methanobacteriacea,
Methanosaetaceae e Methanosarcinaceae.

PALAVRAS-CHAVE: digestdo anaerdbia, Filogenia das arquéias, lodo anaerdbio.

INTRODUCAO

Segundo a Pesquisa Agropecuaria Municipal, o plantel brasileiro de suinos é estimado em 36 milhdes de
cabecas (IBGE, 2008) com equivalente populacional médio, em termos de demanda bioquimica de oxigénio
(DBO:s 50), de 3,5 habitantes por suino (Miranda, 2005).

A digestdo anaerdbia € uma solucdo de baixo custo para o tratamento de &guas residuarias com elevadas cargas
organicas como as provenientes da suinocultura, com as vantagens da producéo de biogas e da baixa producéo
de lodo (Ndon e Dague, 1997; Hwang et al., 2009; Singh e Prerna, 2009), além de ser uma solugdo apropriada
para regides de clima tropical (Martinez et al., 2009), dentre outras.

O sucesso da aplicagdo de processos anaerobios, especialmente os de alta taxa, depende fundamentalmente da
manutencdo, dentro dos reatores, de uma microbiota adaptada, com elevada atividade, e resistente a choques de
cargas. O ensaio de atividade metanogénica de um lodo constitui-se numa importante avaliacdo para o
monitoramento do processo anaerobio, além de servir como um parametro de controle de estabilidade de
reatores. Pode auxiliar na determinacdo das condi¢Bes de partida de um reator, bem como da evolucédo e de
possiveis alteragdes na qualidade da biomassa.

O teste de atividade microbiana pode ser utilizado para quantificar e qualificar o potencial da biomassa na
conversao de substratos solUveis em metano e gas carbdnico. A partir de quantidades conhecidas de biomassa e
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de fontes de substrato, e sob condicBGes estabelecidas, pode-se avaliar a producdo de metano ao longo do
periodo do ensaio. A utilizacdo de diferentes fontes de substrato no ensaio de atividade metanogénica pode ser
utilizada para obter uma indicacdo da provavel composicdo das populagdes de microrganismos envolvidos na

degradacdo de um residuo orgénico complexo com predominancia de carboidratos e proteinas, como as aguas
residudrias de suinocultura (Santana, 2004).

A compreensdo da composicao e comportamento dos microrganismos responsaveis pela degradacdo da matéria
organica, podera auxiliar profundamente na qualidade operacional e no controle de reatores anaerébios. A
importancia das arquéias na digestdo anaerdbia é amplamente conhecida, pois é responsavel pela metanogénese,
etapa final do processo. Apesar de reconhecida a importancia do grupo microbiano, ha poucos dados a respeito
da diversidade em processos de tratamento anaerébio de aguas residuarias de suinocultura, especialmente no
Brasil, bem como sobre o efeito de mudancas operacionais dos reatores na comunidade metanogénica.

OBJETIVO

Identificar as arquéias e avaliar a atividade metanogénica do lodo proveniente de um reator UASB e do filtro
anaerébio de fluxo ascendente, em série tratando aguas residuarias de suinocultura.

MATERIAL E METODOS

Unidade Experimental

A unidade experimental (Figura 1) utilizada para o tratamento anaer6bio das aguas residudrias de suinocultura
foi um reator UASB (volume total de 300 L) seguido de um filtro anaerdbio de fluxo ascendente (volume total
de 190 L), instalados em série.
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Figura 1. Representacao esquematica das instalacfes experimentais compostas pelo reator UASB (R1)
seguido do filtro anaerébio (R2).

2 ABES — Associacgdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental



# 26°

Congresso Brasilein de
26° Congresso Brasileiro de Engenharia Sanitaria e Ambiental w

Engenharia Sanitaria
e Ambiental

O meio suporte utilizado no filtro anaerdbio foi composto por anéis de bambu com &rea superficial especifica e
indice de vazios de 92,5 e 135,0 m? (m®) (Figura 2).

Figura 2. Fotos dos anéis de bambu utilizados como meio suporte no filtro anaerébio de fluxo
ascendente.

Afluente

Os dejetos utilizados como afluente foram coletados, diariamente, em confinamento de suinos na fase de
terminacdo, com lamina d’agua, alimentados com racdo a base de milho ou sorgo e soja, com complemento
vitaminico e mineral.

CondicBes operacionais

O tempo de detencdo hidraulico (TDH) aplicados nos reatores R1 e R2 foram de 12,0 e 5,8 h, respectivamente.
A producdo do biogés foi determinada pelo volume de biogas produzido diariamente no periodo diurno,
medindo-se o deslocamento vertical dos gasdmetros e multiplicando-se pela area da se¢do transversal interna
dos gasdmetros. A demanda quimica de oxigénio total (DQOtotal), demanda quimica de oxigénio dissolvida
(DQOdiss - 1,2 um), solidos suspensos totais (SST) e solidos suspensos volateis (SSV) foram determinados
conforme metodologia descrita por APHA, AWWA, WPCF (1998).

Atividade metanogénica especifica (AME)

O ensaio da atividade metanogénica especifica (AME) consistiu na determinacéo, por cromatografia gasosa, da
concentragdo do gds metano presente no biogés armazenado no volume livre de frascos-reatores, do lodo
coletado na regido intermediaria do reator UASB e do filtro anaerdbio de fluxo ascendente, no final do ensaio.
Nos frascos-reatores foram adicionados 300 mL do lodo anaerdbio com sélidos volateis (SV) em torno de 5 g
L™. O lodo foi aclimatado as condicdes de temperatura do ensaio (30°C) por 24 horas. Foram adicionados
individualmente como fontes de substrato o amido, glicose, propionato + butirato de sédio, acetato de sédio e
formiato de sédio na concentracéo de 2,5 g DQO L™ em cada frasco-reator, para a determinagéo das atividades
hidrolitica, acidogénica, acetogénica, metanogénica acetotréfica e metanogénica hidrogenotrofica,
respectivamente. O ensaio foi realizado em duplicata. O monitoramento da concentracdo de metano foi
realizado utilizando cromatografo de fase gasosa (Finigan GC-2001).

Filogenia das arqueias pela regido RNAr 16S

A extracdo do RNA foi realizada do lodo coletado na regido intermediaria do reator UASB e do filtro
anaerébio de fluxo ascendente, no final do ensaio, conforme metodologia descrita por Hensiek et al. (1992). O
primer utilizado para as arqueias foi 0 5 CYGKTTGATCCYGSCRGAG -3’ e 5’- TGGGTCTCGCTCGTTG -
3’ (EMBLEY, 1992). Os fragmentos da PCR purificados foram foram clonados no sistema | de vetor pGEM-T
(Promega) seguindo as instru¢des do fabricante. Apos a clonagem seré realizada a transformacéo das células
competentes de E. coli DH10b. Os clones estocados foram cultivados em multiplacas para a extracdo do DNA
plasmidial. Ap6s o sequénciamento das amostras, os dados obtidos foram analisados pelos programas
“Sequencing Analysis 3.4” e “DNA Star” e a qualidade dos eletroferogramas das seqiiéncias analisada pelo
programa "Phred/Phrap/Consed" (Gordon et al., 1998). As seqliéncias selecionadas foram submetidas ao
programa BLAST - “Basic Local Alignment Search Tool”, (Altschul et al.,1997), para comparar com as
existentes no banco de dados GenBanK via “internet” do National Center for Biotecnology Information
(NCBI). Também foi verificada a identidade do material seqlienciado por meio do grau de homologia com as
seqéncias do GenBank. Os arquivos de saida do BLAST foram analisados pelo programa Ribossomal
Database (RDP).
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O sistema de tratamento anaerobio composto pelo reator UASB (R1) e o filtro anaerébio de fluxo ascendente
(R2) em série tratando &guas residuérias de suinocultura foi avaliado durante 110 dias. Durante este periodo a
temperatura média do ar foi de aproximadamente 22,5 °C. O TDH, a carga orgéanica volumétrica (COV) e as
taxas de carregamento organico do lodo (TCL) aplicados no R1 e R2 foram de 12,0 e 5,8 he de 25,2 ¢ 4,4
gDQOtotal (L d)*, e de 1,9 e 0,3 g DQOtotal (gSV d)™, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Condigdes operacionais aplicadas no reator UASB (R1) e no filtro anaerébio de fluxo
ascendente (R2).

Média c.v. (%)
Tempo de operagéo (d) 110 -
“ R1 12,0 -
a,

TDH (h) R2 58 )
cov® R1 25,2 59,0
(g DQOtotal (L d)* R2 4.4 56,8
TCL® R1 1,9 42,3
(g DQOtotal (gSV d)™) R2 0,3 62,1
Temperatura média do ar (°C) 22,5 9,5

(a) — Tempo de detencéo hidraulico; (b) — carga organica volumétrica; (c) — Taxa de carregamento organico do lodo; c.v. — coeficiente de
variagdo.

Os valores médios da DQOtotal, DQQdiss, SST e SSV do afluente do reator UASB foram de 12622; 1409;
8012 e 4643 mg L™. As eficiéncias médias de remocéo de DQOtotal, DQOdiss, SST e SSV no R1 e no sistema
de tratamento anaerdbio (R1+R2) foram de 90; 82; 92 e 89% e de 91; 85; 92 e 90%, respectivamente (Figura
3). As producdes volumétricas de médias de metano foram de 0,793 e 0,122 Nm® CH, (m® d)*, no R1 e R2,
respectivamente.
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Figura 3. Eficiéncia de remocéo de demanda quimica de oxigénio total (DQOtotal); demanda quimica
de oxigénio dissolvido (DQOdiss - 1,2 pm), solidos suspensos totais (SST) e solidos
suspensos volateis (SSV).

Foi possivel identificar microrganismos das familias Methanomicrobiaceae, Methanobacteriaceae,
Methanosaetacea e Methanosarcinaceae, incluindo os géneros Methanothrix, Methanobrevibacter,
Methanomethylovorans, Methanosarcina e methanobacterium. Nas seqliéncias analisadas das arquéias do lodo
do R1 e do R2 foram verificadas 58,2; 3,2; 3,2; 12,9 e 22,5% e 63,3; 6,6; zero, 13,4 e 16,7% de arquéias do
género Methanothrix, Methanobrevibacter, Methanomethylovorans, Methanosarcina e methanobacterium,
respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2. Resultados das seqUiéncias analisadas das arqueias do lodo do reator UASB (R1) e do filtro
anaerébio de fluxo ascendente (R2) a partir do banco de dados da Ribossomal Database

(RDP).
Sequéncias analisadas
Nome R1 % R2 %
Dominio Arquéia 80 59
Filo Euryarchaeota 78 59
Classe Methanobacteria 10 9
Classe Methanomicrobiana 63 50
Ordem Methanomicrobiales 23 22
Ordem Methanosarcinales 37 27
Ordem Methanobacteriales 10 9
Familia Methanomicrobiaceae 11 12
Familia Methanobacteriaceae 10 9
Familia Methanosaetaceae 18 19
Familia Methanosarcinaceae 5 4
Género Methanothrix 18 58,2 19 63,3
Género Methanobrevibacter 1 3,2 2 6,6
Género Methanomethylovorans 1 3,2 0 0
Género Methanosarcina 4 12,9 4 13,4
Genero Methanobacterium 7 22,5 5 16,7
Arquéia nao classificadas 2 0
Euryarchaeota ndo classificadas 5 0
Methanomicrobia ndo classificadas 3 1
Methanosarcinales ndo classificadas 14 4
Methanomicrobiales ndo classificadas 12 10
Methanomicrobiaceae ndo classificadas 11 12
Methanobacteriaceae ndo classificadas 2 2
Microrganismos desconhecidos 4 5

Os maiores valores de atividade observadas no R1 foram das acetogénica de 0,444 Mmol CH, (g SV h)?,
seguidas das atividades hidrolitica, acidogénica, metanogénica acetotréfica e metanogénica hidrogenotrofica
(Tabela 3). As atividades acidogénica, acetogénica, metanogénica acetotrofica e metanogénica hidrogénotréfica
no R2 foram menores que as observadas no lodo do R1. Isto evidencia caracteristicas diferentes do lodo do R1
e R2, conseqliéncia da separacdo do processo anaer6bio em dois estagios, principalmente, para a atividade
acetogénica, indicando a predominancia da producdo de acetato no R1 e consequentemente conversao a
metano, mesmo com as altas COV aplicadas no R1.

Tabela 3. Valores médios de atividade hidrolitica, acidogénica, acetogénica, metanogénica acetotrofica e
metanogénica hidrogenotroéfica da microbiota do lodo proveniente da manta do reator UASB
(R1) e do lodo intersticial do leito fixo do filtro anaerdbio de fluxo ascendente (R2), no final do

ensaio.
Atividade Hidrolitica Acidogénica Acetogénica Metanogénica ~ Metanogénica
Mmol CH, (g SV h)™* acetotrofica hidrogenotrdfica
R1 0,259+0,01 0,238+0,02 0,444+0,04 0,202+0,03 0,108+0,07
R2 0,233+0,01 0,168+0,01 0,239+0,02 0,193+0,005 0,077+0,001
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CONCLUSOES

As eficiéncias médias de remocdo de DQOtotal e SST no sistema de tratamento anaerdbio em dois estagios (R1
+ R2) foram superiores a 90%, para a aplicacdo de COV de 25,2 g DQOtotal (L d)™ no reator UASB. Isto
indica que o reator UASB seguido do filtro anaer6bio de fluxo ascendente pode ser uma alternativa econdmica
e robusta para o tratamento de aguas residuarias de suinocultura com elevadas cargas organicas, dispensando o
tratamento primario. Com a aplicagdo da técnica da metagénomica foi possivel identificar no lodo do reator
UASB e do filtro anaerobio de fluxo ascendente arquéias das familias Methanomicrobiaceae,
Methanobacteriaceae, Methanosaetacea e Mthanosarcinaceae, incluindo os géneros Methanosaeta,
Methanobrevibacter, Methanomethylovorans, Methanosarcina e Methanobacterium. A diversidade de arquéias
presentes no lodo dos reatores UASB (R1) e do filtro anaerdbio de fluxo ascendente (R2), confirmam a
ocorréncia de intensa atividade metanogénica e o crescimento equilibrado de todas as populagdes microbianas
envolvidas na digestdo anaerdbia, necessarias para a degradacdo de um residuo organico complexo com
predominancia de carboidratos e proteinas, como as aguas residuarias de suinocultura.
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